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PREMESSE SCIENTIFICHE 
Il cancro colo rettale precoce 
Il carcinoma colorettale (CCR) rappresenta la terza più comune neoplasia a livello globale con 
un’incidenza di stimata in 5-6000 casi per 100000 nella popolazione adulta. [1] 
La sopravvivenza dei pazienti varia grandemente a seconda dello stadio alla diagnosi calando 
dal >90% dei casi diagnosticati in stadio precoce a <10% in quei casi già metastatici alla 
diagnosi. Appare chiaro come sia di fondamentale importanza la rilevazione di neoplasia in 
fase ancora precoce nella popolazione sia generale che a rischio. [2,3] E’ stato dimostrato come 
l’esecuzione di colonscopia di screening sia in grado di ridurre l’incidenza e/o la mortalità del 
CCR [4,5]; la colonscopia di screening è attualmente consigliata nella maggior parte dei paesi 
europei.  
La diagnosi e la rimozione di lesioni precancerose nel corso della colonscopia indice sono 
procedure semplici ed in grado di ridurre la futura incidenza di CCR avanzati e ridurre così la 
mortalità per neoplasia colo-rettale. [4,6] 
ESGE (Endoscopic Society of Gastrointestinal Endoscopy) afferma che la maggioranza delle 
lesioni coliche e rettali con invasività superficiale possa essere efficacemente trattata in 
maniera curativa mediante tecniche mininvasive quali la polipectomia standard o la EMR 
(endoscopic mucosal resection).  [7] 
Con il diffondersi dei programmi di screening del cancro colorettale, è da attendersi un 
aumento della diagnosi di lesioni localmente avanzate ma non ancora invasive passibili di 
terapia endoscopica. [7,8] 
La classificazione di Parigi (Fig.1) delle lesioni superficiali[9], modificata nel 2005 viene 
utilizzata per predire l’istologia delle lesioni [10–12]. La classificazione originale delle lesioni 
proposta da Kudo nel 1993 [13] da cui deriva la classificazione di Parigi comprendeva le LST, 
distinte in granulari (omogenee o nodulari-miste) e non granulari. Il termine LST, pur non 
facendo parte della classificazione di Parigi viene utilizzato anche in occidente per definire 
lesioni piane di diametro superiore a 10 mm.  
L’utilità della classificazione di Parigi, però, è messa in discussione dal momento che la 
concordanza inter-operatore quando applicata è risultata essere bassa (kappa 0.42). [14] 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Lesioni di tipo 0-I: Sessili (0-Is), 
Peduncolate (0-Ip) 
Lesioni di tipo 0-II: Rilevate 
(0-IIa), Piane (0-IIb), 
Depresse (0-IIc) 
Lesioni di tipo 0-III: Ulcerate 
Fig. 1: Classificazione di Parigi. Endoscopy 2005; 37(6): 570-578 
  
 
Allo scopo di migliorare le capacità di identificare e stratificare il rischio di invasione profonda 
delle lesioni rinvenute in corso di colonscopia, sono state sviluppate numerose metodiche di 
imaging endoscopico avanzato. [15] 
L’endoscopia semplice effettuata con attuali sistemi endoscopici (HD-WLE) utilizza  
apparecchiature equipaggiate con sensori ad alta definizione  (1080 linee di risoluzione 
verticale) e viene definita “endoscopia a luce bianca” (WLE - White Light Endoscopy).  
La cromoendoscopia utilizza coloranti di contrasto (i.e. Indaco di Carminio o Cresyl-Violetto) 
per evidenziare i contorni delle strutture mucose superficiali. I coloranti sono spruzzati con 
cateteri spray o direttamente  attraverso il canale operatore dell’endoscopio. 
Il termine “cromoendoscopia virtuale” si riferisce ad una serie di tecnologie di trattamento 
delle immagini integrate nel processore con l’obiettivo, anche queste, di migliorare la 
definizione dei contorni delle strutture della mucosa. Tutti i tre maggiori produttori di sistemi 
per l’endoscopia (Olympus Medical Systems, Pentax Medical e Fujinon Endoscopy) hanno 
introdotto dei sistemi proprietari chiamati rispettivamente Narrow-Band Imaging (NBI), 
iSCAN e FICE. I tre sistemi funzionano in maniera differente ma hanno in comune il l’obiettivo 
finale di ridurre la quota di luce rossa nell’immagine o di restringere l’ampiezza di banda della 
luce in uscita dalla fonte di luce al quella del verde e del blu.  
Le tecniche di cromoendoscopia tradizionale o virtuale hanno, come già detto, l’obiettivo di 
migliorare la definizione delle strutture mucose, valutate mediante la classificazione di Kudo 
dei pattern della morfologia ghiandolare (Fig. 2) [16] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Fig. 2: Classificazione di Kudo della morfologia ghiandolare. Gastroenterol Hepatol (N Y). 
2015 Jul;11(7):445-52.27118940 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
La EMR consiste nell’asportazione di una lesione mucosa sessile o peduncolata con appositi 
ansa da polipectomia/mucosectomia previo lifting mucoso ottenuto mediante iniezione nella 
sottomucosa di fisiologica o colloidi. La tecnica  può essere utilizzata per il trattamento di 
lesioni colorettali più piccole di 20 mm [17] ma non consente l’asportazione en bloc di lesioni 
più grandi. La EMR piecemeal (in più frammenti di lesioni più grandi compromette la qualità 
e l’affidabilità della valutazione istopatologica, in particolar per quanto riguarda la valutazione 
dei margini verticali e laterali; inoltre, l’asportazione piecemeal può aumentare il tasso di 
recidiva delle lesioni. [7] 
Pur con i suoi limiti, la EMR è ancora il trattamento più diffuso per le lesioni colo-rettali pre-
invasive ed i dati in letteratura mostrano ottimi risultati a lungo termine in termini di radicalità 
e di sicurezza. Il tasso di successo della EMR si attesta sul 95% quando adoperata 
correttamente. [18–20]  
La ESD (endoscopic submucosal dissection) può essere adoperata per lesioni con elevato 
sospetto di invasione limitata agli strati più superficiali della sottomucosa basando la 
valutazione dell’applicabilità della tecnica su valutazione di criteri macroscopici quali la 
morfologia depressa della lesione, il pattern di superficie irregolare o non granulare (specie 
per lesioni di diametro superiore a 20 mm). La ESD può essere presa in considerazione per 
lesioni colo-rettali che, altrimenti non potrebbero essere asportate in maniera radicale 
mediante le tecniche che utilizzano le anse da polipectomia.  [7] 
La ESD è tecnicamente difficoltosa e lunga e, specie nei paesi occidentali, pochi endoscopisti 
hanno sufficiente esperienza in questa tecnica. [7] 
Allo stato attuale, le casistiche giapponesi riportano tassi di perforazione in pazienti trattati 
per lesioni pre-invasive con tecnica ESD del 4.8%[21], i tassi riportati in altre casistiche variano 
dal 4% al 10%. I tassi di perforazione riportati per la EMR risultano compresi tra 0.3-0.5%.  
Pur con il rischio attuale di perforazione, il rischio di intervento chirurgico resosi necessario in 
seguito ad ESD complicata risulta essere di circa l’1%. [22] 
Un recente studio caso-controllo giapponese che comparava l’asportazione endoscopica con 
la resezione colica per neoplasia colorettali precoci riporta tempi operatori inferiori per l’ESD 
(113 ± 66 min vs 153 ± 43 min, P < 0.01)  per lesioni di dimensioni comparabili, anche il tesso 
di complicanze (10.8% vs 23.6%, P = 0.06) risultava inferiore nel gruppo sottoposto ad ESD 
sebbene il dato non avesse significatività statistica. [23] 
  
Il limite all’applicabilità delle tecniche di asportazione endoscopiche sta nell’impossibilità di 
asportare linfonodi locoregionali potenzialmente metastatici; la sicurezza dell’assenza di 
metastasi linfonodali è un fattore utile nel decision-making della terapia delle neoplasie 
coliche in fase precoce. 
Sulla base di tali premesse appare chiaro come sia di grande utilità selezionare quei pazienti 
in cui una resezione colica rappresenterebbe un overtreatment e per cui una procedura mini-
invasiva sarebbe sufficiente.  
La angiogenesi è un processo essenziale nello sviluppo e nella progressione dei carcinomi.[24] 
Numerosi fattori di crescita promuovono la angiogenesi, il VEGF (Vascular Endotelial Growth 
Factor) è il più importante. [25] 
L’induzione del gene per VEGF e la produzione di questo fattore di crescita quando una 
neoplasia raggiunge 1-2 mm di diametro risulta nell’ Angiogenetic Switch, il momento 
patologico in cui comincia il nuovo sviluppo vascolare in una neoplasia. [26]Vista l’importanza 
della valutazione della microvascolarizzazione tumorale, appare naturale come si siano 
sviluppati dei criteri di classificazione delle alterazioni vascolari delle lesioni mucose  
(Fig. 3).[27–29]  
LA classificazione NICE (Fig. 3) valuta il colore della lesione, l’aspetto della superficie mucosa 
e dei vasi visibili per stratificare il rischio di invasività della lesione.  
I criteri identificati, però, richiedono l’utilizzo di strumentazione dedicata NBI meglio se con 
magnificazione ottica dell’immagine ma che non sono ancora sufficientemente diffusi per 
l’applicazione su larga scala dello studio con NBI. [30] 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 3: NBI International Colorectal Endoscopic (NICE) Classification. Gastrointest Endosc. 2013 
Oct;78(4):625-32 
  
L’Endomicroscopia Laser Confocale  
 
L’endomicroscopia laser confocale (Confocal Laser Endomicroscopy – CLE) è una tecnica in 
grado di fornire immagini ad ingrandimento tale da rendere distinguibili strutture cellulari e 
in-vivo su un determinato piano focale. [31] E’ possibile, grazie a questa metodica, ottenere un 
campionamento bioptico virtuale in tempo reale.  
Nella microscopia confocale, un laser a bassa potenza viene puntato e messo a fuoco su un 
singolo punto definito “piano di vista microscopico” (Microscopic field of view), la stessa lente 
funge sia da condensatore del laser in uscita dal sistema sul tessuto, sia da lente di cammino 
ottico della luce riflessa dal tessuto in esame e captata dal sistema.  Il punto di illuminazione 
coincide con il punto di detezione all’interno del campione, la luce emanata da quello 
specifico punto viene messa a fuoco da un foro stenopeico sul siustema di detezione 
dell’immagine. La luce proveniente dai punti diversi dal punto a fuoco non raggiunge il 
detettore. Il sistema di illuminazione e quello di detezione si trovano sullo stesso piano focale, 
da qui il termine “confocale”. Il segnale luminoso in arrivo dal punto illuminato viene captata, 
misurata e trasformata in un’immagine digitale in toni di grigio che rappresenta il piano focale 
del campione esaminato. [31] 
La microscopia confocale fornisce una risoluzione spaziale migliore rispetto alla microscopia 
a fluorescenza convenzionale perché l’immagine fornita non viene “contaminata” dalla luce 
riflessa da piani focali diversi da quello a fuoco.  
La microscopia confocale endoscopica è un’evoluzione della microscopia confocale utilizzata 
in laboratorio. Il sistema utilizza un laser lunghezza d’onda di 488 nm (luce laser blu) generato 
da ioni di argon passato attraverso una lente 
La CLE può essere effettuata, attualmente con due strumentazioni, una integrata in un 
endoscopio dedicato (Pentax, Tokio, Japan, definita eCLE), ed una con sonde a fibra ottica 
stand-alone (pCLE) che possono essere passate nel canale operativo di un endoscopio 
standard (Cellvizio, Mauna Kea Technologies, Paris, France). Al momento, solo la 
strumentazione pCLE è effettivamente in commercio anche se la eCLE può essere ancora in 
uso presso più centri. [32,33] 
  
La pCLE viene effettuata con il sistema per l’endomicroscopia Cellvizio® (Fig. 4), basato 
sull’uso di diverse sonde a catetere e su un laser semiconduttore della suddetta lunghezza 
d’onda di c.ca 488 nm. Esistono diversi modelli di sonda, tutti di fibre ottiche create 
primariamente per l’utilizzo sul tratto digerente, queste includono CholangioFlex, GastroFlex, 
ColoFlex, GastroFlex-UHD, and ColoFlex-UHD. La sonda CholangioFlex è studiata per essere 
specificatamente utilizzata durante ERCP mentra le altre possono essere utilizzate in 
gastroscopi e colonscopi con un canale operativo di almeno 2,8 mm. 
 Tutte le sonde generano un’immagine dinamica a 12 frame al secondo con un campo di 
scansione di 30.000 pixel. Il sistema Cellvizio® ha un campo visivo di 240 µm ed una risoluzione 
laterale di 1 µm per le sonde GastroFlex-UHD e ColoFlex-UHD, un campo visivo di 600x500 
µm ed una risoluzione laterale di 3,5 µm per le sonde GastroFlex e ColoFlex a risoluzione 
standard. 
Il sistema ha una profondità di scansione fissa a seconda del tipo di sonda utilizzata; la 
profondità di scansione per le sonde GastroFlex e ColoFlex è di 70-130 µm. Una volta acquisite 
le immagini, queste vengono ricostruite da uno speciale algoritmo per creare “mosaici” con 
un campo visivo più grande (4 x 2 mm). Le sonde vengono utilizzate ponendone l’estremo 
distale a contatto con l’area sospetta sul tessuto.  
 
  
Fig. 4: Strumentazione endomicroscopica Cellvizio e sonda Coloflex UHD 
  
Agenti di contrasto 
I tessuti umani non contengono cromofori naturali e quindi non riflettono adeguatamente la 
luce laser di nessuna lunghezza d’onda. La microscopia laser confocale dei tessuti umani è 
possibile solo grazie all’utilizzo di agenti di contrasto fluorescenti esogeni. [31] 
Gli agenti di contrasto più utilizzati sono la fluoresceina sodica (5-10 mL di una soluzione al 
10%), l’acriflavina (0,05% solo per uso topico) ed il cresil-violetto.[31,34,35]La fluoresceina si lega 
all’albumina sierica, le molecole di colorante non legate attraversano l’endotelio capillare per 
penetrare nei tessuti e marcare il tessuto extracellulare; le strutture maggiormente marcate 
dalla somministrazione di fluopresceina sono i capillari ed il tessuto connettivo. L’acriflavina 
applicata topicamente marca le cellule epiteliali e colora anche i nuclei. [36] 
L’utilizzo combinato di fluoresceina ed acriflavia fornisce la migliore caratterizzazione della 
morfologia microscopica del tessuto [37] ma l’utilizzo dell’acriflavina è limitato dal potenziale 
rischio mutageno della sostanza. [38] 
 
 
 
  
  
Imaging Confocale Colico 
Le prime sperimentazioni sull’utilizzo della microscopia confocale sul colon risalgono al 2003 
quando Sakashita e colleghi utilizzarono un prototipo di endomicroscopio in grado di passare 
nel canale operativi dell’endoscopio. [39] Numerose esperienze riguardo allìutilizzo 
dell’endomicroscopia confocale sul colon si sono accumulate negli anni seguenti. [31,32,34,38,40–
42]  
Alla scansione CLE  della mucosa colica normale, le ghiandole appaiono come strutture 
policellulari tondeggianti o esagonali (honeycomb) disposte regolarmente; le aperture 
luminali delle cripte sono visibili come aree rotondeggianti puntiformi nere al centro delle 
ghiandole e che si proiettano verso la superficie mucosa ed è facile distinguere cellule 
caliciformi mucipare e cellule colonnari epiteliali. 
Dal momento che l’apparecchiatura endomicroscopica fornisce una scansione profonda 
dell’epitelio, all’esterno delle ghiandole, nella lamina propria, sono facilmente identificabili i 
capillari. I globuli rossi, non marcati dalla fluoresceina, appaiono come punti neri in 
movimento nel lume vascolare. [32,35] Nelle scansioni effettuate con gli strumenti attuali, le 
neoplasie intraepiteliali ed i tumori invasivi del colon mostrano un’ architettura tubulare, 
villosa o irregolare con un ridotto numero di goblet cells. Inoltre, nelle neoplasie è 
chiaramente visibile una neovascolarizzazione chiaramente alterata rispetto a quella della 
mucosa sana. [32,40] 
L’identificazione di pattern patologici mucosi ha portato a sviluppare una classificazione 
definita “confocal pattern classification” per le lesioni coliche (tab 1). [32,40] 
L’associazione di endoscopia tradizionale in luce bianca e di imaging endomicroscopico si è 
dimostrata in grado di valutare la diagnosi istopatologica con grande precisione (sensibilità 
del 97.4%, specificità del 99.4% ed accuratezze del 99.2%). [38] 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Grading Architettura Vascolare Architettura delle Cripte 
Normale Esagonale, honeycomb 
apearance, rete capillare che 
demarca lo stroma 
circostante le aperture 
luminali delle cripte 
Aperture delle cripte regolari 
e rivestite da uno strato 
omogeneo di cellule epiteliali 
e caliciformi mucipare 
Rigenerativo Esagonali, honeycomb 
apearance, con numero di 
capillari normale o 
lievemente aumentato 
Aperture delle cripte stellate, 
aggregati focali di cripte di 
morfologia regolare con 
caliciformi mucipare ridotte 
Neoplastico Vasi dilatati e distorti con 
elevato leakage; architettura 
irregolare con perdita 
dell’orientamento rispetto al 
tessuto circostante 
Dentellata ed irregolare, 
perdita di cellule caliciformi 
mucipare; mucina ridotta o 
assente 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 1: Classificazione dei pattern confocali dei quadri mucosi colici.  HYPERLINK 
"https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PMID%253A+15362025"Gastroenterology. 2004 
Sep;127(3):706-13. 
  
 
  
  
IL PROGETTO 
Obiettivi dello studio 
Viste le premesse, l’obiettivo dello studio è stato quello di valutare ulteriormente le capacità 
dell’endomicroscopia laser confocale di identificare pattern specifici di malignità ed, 
eventualmente, di valutare se la CLE fosse in grado di valutare i pattern vascolare ed, 
eventualmente, predire il rischio di metastasi linfonodale di modo da identificare quei 
pazienti per cui un trattamento mini-invasivo sia sufficiente.  
 
Metodi  
Sono stati reclutati quattordici pazienti consecutivi affetti da neoplasia maligna colorettale 
diagnosticata in corso di endoscopia di routine e confermata dall’istologia.  
Sono state escluse dallo studio presente, le neoplasie insorte in pazienti affetti da malattie 
infiammatorie croniche intestinali e i tumori colo-rettali già trattati con chemio- o 
radioterapia neoadiuvante. Ulteriori criteri di esclusione sono stati: pazienti di età inferiore a 
18 anni, persone incapaci di intendere e di volere,  riduzione della funzionalità renale, ittero 
ed allergia alla fluoresceina. Lo studio è stato preventivamente approvato dal comitato etico 
del nostro istituto. A tutti i pazienti è stato richiesto uno specifico consenso informato a 
partecipare ad una sperimentazione clinica.  
Prima della procedura, i pazienti erano sottoposti a preparazione del colon mediante 
somministrazione per os di 4L soluzione isotonica di polietilen-glicole il giorno prima della 
procedura secondo gli schemi utilizzati comunemente nella pratica clinica per la preparazione 
alla colonscopia. In caso di intolleranza del paziente alla procedura, durante la stessa poteva 
essere praticata una sedazione cosciente con 5-10 mg di Midazolam e.v. 
Le lesioni erano inizialmente identificate mediante endoscopia a luce bianca dopodiché 
veniva effettuato l’esame CLE. 
Tutte le procedure CLE sono state effettuate utilizzando il Cellvizio® Endomicroscopy System 
(Mauna Kea Technologies, Paris, France) e sonde da 2,5mm modello Coloflex UHD passate 
attraverso il canale operativo dell’endoscopio. Il sistema così configurato acquisisce immagini 
  
ad un rate di 12 fps con un campo di scansione di 30000 pixel, il campo di visione ottenuto è 
di 240x200µm con una risoluzione laterale di 1 µm ed una profondità di scansione di 60 µm. 
Durante l’esame, per limitare l’insorgenza di artefatti da movimento, veniva somministrato 
un bolo endovenoso (10-20 mg) di Buscopan (N-butilbromuro di Ioscina) oltre che 10 mL di 
fluoresceina sodica 10%. L’operatore poneva in contatto la punta della sonda con il tessuto 
target; eventualmente, veniva montato un cap sulla punta dell’endoscopio per stabilizzare la 
mucosa. 
In tutti i pazienti, sono state eseguite scansioni video di 4 minuti della mucosa francamente 
tumorale e dell’area adiacente di modo da avere un “controllo” da utilizzare nella valutazione 
dei pattern confocali della mucosa normale. Le scansioni video, dopo l’esecuzione, sono state 
salvate e ri-esaminate “offline” in secondo momento. Dai video sono stati estratti i frame più 
significativi utilizzando il software dedicato fornito dal produttore dell’apparecchiatura.  
Tutte le immagini CLE sono state rivalutate, alla qualità delle immagini è stato assegnato un 
giudizio: “Buona” (assenza di artefatti da movimento, pareti vascolari e globuli rossi 
facilmente identificabili), “Media” (alcuni artefatti da movimento ma con architettura 
vascolare comunque visibile), “Scarsa” (artefatti da movimento grossolani che non 
consentono alcuna interpretazione dell’immagine). Nelle immagini di qualità “Buona” e 
“Media” sono state ricercate: I Forma dei vasi (dritti vs. irregolari); II Diametro (media in µm); 
III Presenza di Branching vascolare (Sprouting - Formazione di nuovi vasi); IV Permeabilità 
vascolare (Leakage di fluoresceina); V Flusso ematico (normale vs. difettivo). 
Dopo l’asportazione chirurgica, i pezzi operatori erano sottoposti ad esame istopatologico. Le 
sezioni ricavate dai tumori venivano colorate con ematossilina-eosina ed erano, altresì, 
sottoposte ad esami immunoistochimici per lo studio specifico della vascolarizzazione. 
L’esame immunoistochimoco era effettuato mediante l’utilizzo di anticorpi primari anti-CD34 
(QBEnd/10) allo scopo di evidenziare presenza e morfologia dei vasi, è stato inultre utilizzato 
l’anticorpo WT1 (Ventana) (6F-H2) per evidenziare in particolare i vasi neoformati.  
La presenza di vasi nei campioni è stata valutata su una scala semi-quantitativa, CD34: 0 
quando i vasi erano pressoché assenti; 1 quando la densità della vascolarizzazione era simile 
a quella della mucosa normale; 2 quando era lievemente aumentata; 3 quando era 
fortemente aumentata. 
All’espressione di WT1 era assegnato un grading in modo simile; 0 quando i vasi erano quasi 
assenti; 1 quando la vascolarizzazione era meno del 10%; 2 quando la densità vascolare era 
  
compresa tra il 10 ed il 50%, 3 quando era oltre il 50%. Il campione era n primo luogo 
esaminato a basso ingrandimento ed in seguito venivano selezionati quattro punti da 
osservare ad elevato ingrandimento (400x) allo scopo di valutare la vascolarizzazione.  
 
Analisi statistica 
Sono state calcolate le medie e le deviazioni standard dei diametri dei vasi identificati nella 
immagini CLE di mucosa normale e neoplastica; sono state calcolate le differenze delle medie 
e gli intervalli di confidenza (CI) al 95%. Similmente, l’associazione tra caratteristiche vascolari 
di neoplasia e mucosa normali sono state espresse come rischio relativo (OR) e CI 95% per 
ogni paziente.  
Valori di OR superiori a 1 indicano che una caratteristica alle immagini CLE è più frequente 
nelle lesioni tumorali. Nelle caselle con valore 0, è stato aggiunto un valore di 0.5 per l’analisi. 
A seconda dei dati individuali dei pazienti, è stata effettuata l’analisi aggregata e ponderata 
delle differenze delle medie (WMD) utilizzando un modello fisso. In questo modello, ogni 
osservazione (OR, WMD) ha un peso diverso a secondo della precisione dell’osservazione 
(varianza inversa) correlata al numero di immagini valutabili ottenuti da quel paziente.  
L’analisi aggregata ha anche permesso di stimare l’eterogeneità dei dati ottenuti dai pazienti, 
testati con Q-statistic e con  I2 statistic. In più, la robustezza dei risultati è stata verificata 
ripetendo l’analisi in un contesto di modello random.  
In questo modello, ogni osservazione di singolo paziente (OR, WMD) contribuisce all’analisi 
aggregata in maniera indipendenta dal numero di immagini disponibile per quel dato 
paziente, di modo da tenere in considerazione la potenziale differenza clinica tra i pazienti. È 
stata valutata l’influenza sui risultati del grado istologico di differenziazione dei tumori 
escludendo i pazienti con neoplasia scarsamente differenziate (G2-3) e ripetendo l’analisi.  
Sono state indagate altre differenze tra le percentuali utilizzando il test Chi-Quadro ed il Test 
Esatto di Fisher. Per l’analisi statistica, un valore di P ≤0,05 era considerato statisticamente 
significativo. L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando il software STATA 12 (STATA 
Corp, College Station, Texas, USA).  
 
 
  
 
Risultati 
Sono stati inclusi nello studio quattordici pazienti (10 uomini, 4 donne), per un totale di 14 
lesioni. Dieci di queste lesioni erano loclizzate a livello del sigma, due nel colon sinistro e due 
nel colon destro. All’istologico definitivo sul pezzo operatorio, secondo la classificazione UICC, 
sei pazienti presentavano una malattia in stadio I (3 pT1, 3 pT2), cinque una malattia allo 
stadio II (tutti pT3) e tre pazienti presentavano metastasi linfonodale (Stadio III: pT3N1). Il 
grado di differenziazione riscontrato è stato buono (G1) in tutti i pazienti tranne quattro (due 
G2, due G3).  
La durata totale dell’esame è risultata essere di circa 8 minuti più lunga di una normale 
colonscopia in luce bianca a causa del tempo trascorso a registrare sequenze video. Non sono 
insorte complicanze endoscopiche o reazioni avverse alla fluoresceina a parte una colorazione 
giallastra della cute, già riportata in letterature e che di solito persiste per 1-6 ore. Sono stati 
registrati ventotto video di 4 minuti ognuno (14 dal tessuto tumorale, 14 dalla mucosa 
normale).  
Alla velocità di scansione di 12 fps, sono state registrate 2880 immagini dal tessuto tumorale 
e dalla mucosa normale. In totale, sono state selezionate 283 immagini in cui erano visibili 
strutture vascolari (203 dal tessuto tumorale, 80 dalla mucosa normale). Dopo la valutazione 
della qualità, 199 immagini (70%) sono state giudicate di qualità “buona” o “media” e sono 
state ulteriormente analizzate (57 da tessuto normale, 142 da tessuto tumorale) Il numero di 
immagini di scarsa qualità non è risultato significativamente differente tra il tessuto 
neoplastico e quello normale (30.1% vs 28.75/; P>0.05). 
È stato trovato un numero significativamente più grande di immagini in cui era visibile un 
pattern ghiandolare nel tessuto tumorale rispetto alla mucosa normale (P<0.001), questo 
fenomeno può essere spiegato con il fatto che il tessuto tumorale è più vascolarizzato.  
 
  
  
Pattern Morfologici alle immagini CLE 
Le immagini della mucosa normale mostravano vasi di morfologia regolare, solitamente 
disposti a circondare le cripte mucose; questi stessi vasi erano in gran parte dritti e di calibro 
costante (FIg. 5). I vasi del tessuto neoplastico, invece, si presentavano irregolari e con calibro 
variabile, spesso erano presenti neo-vasi tronchi ed aree di flusso difettivo. (fig. 6 e 7). 
Il diametro medio dei vasi delle neoplasie è risultato essere significativamente più grande del 
diametro dei vasi della mucosa normale (WMD 3.38, 95% CI 2.65-4.11, P=0.01) e con una 
variabilità maggiore tra i pazienti. (Tabella 2) 
Allo stesso modo, la tortuosità (Branching) dei vasi (OR 2.74, 95% CI 1.23–6.14, P = 0.01), 
l’extravasazione di fluoresceina (leakage) (OR 3.46, 95% CI 1.39–8.57, P = 0.01) ed i tratti di 
flusso difettivo (OR 2.52, 95% CI 0.99–6.37, P = 0.05) erano significativamente più frequenti 
nelle sequenze video di tessuto neoplastico rispetto alla normale mucosa colo-rettale. (Fig. 8)  
I risultati sono stati uniformi tra tutti i pazienti inclusi nello studio: non è stata riscontrata 
eterogeneità nell’analisi aggregata. (Tabella 2) Quando l’analisi aggregata è stata ripetuta nel 
contesto di random modeling, tutti i risultati sono stati confermati: il diametro dei vasi 
risultava comunque essere più elevato nelle neoplasia (WMD 7.59, 95% CI 4.23–10.97, P < 
0.01) mentre tutti gli altri risultati erano sostanzialmente sovrapponibili a quelli ottenuti nel 
modello fisso.  
Inoltre, questi risultati sembravano indipendenti dal grado di differenziazione del tumore: 
quando i pazienti con neoplasia scarsamente differenziata all’istologico definitivo (G2, G3) 
venivano esclusi dall’analisi, tutte le caratteristiche erano ancora significativamente associate 
alle immagini tumorali.  
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5: Rete vascolare nella mucosa normale 
Fig. 6: Rete vascolare nella mucosa neoplastica caratterizzata da vasi 
tortuosi (a) e dilatati (b). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7: Rete vascolare nella mucosa neoplastica caratterizzata da 
branching vascolare (a), leakage di fluoresceina (b, freccia) e flussi 
difettivo (c, freccia). 
  
 
Caratteristiche dei vasi Immagine CLE Eterogeneità 
Diametro (µm) WMD 3.38 (2.65–4.11), P = 0.01  Q=146,P=0.0,I2 =93.9% 
Branching OR 2.74 (1.23–6.14), P = 0.01 Q=4.85,P=0.98,I2 =0.0% 
Vasi permeabili OR 3.46 (1.39–8.57), P = 0.01  Q=3.89,P=0.99,I2 =0.0% 
Flusso difettivo OR 2.52 (0.99–6.37), P = 0.05 Q=2.80,P=0.99,I2 =0.0% 
Forma dei vasi   
Dritti OR 0.2 (0.09–0.47), P = 0.01 Q=5.87,P=0.95,I2 =0.0% 
Irregolari OR 5.07 (2.17–11.8), P = 0.01  Q=5.76,P=0.95,I2 =0.0% 
 
 
 
 
 
  
Tabella 2: Risultati CLE 
Fig.8: Caratteristiche dei vasi di tessuto normale e neoplastico 
  
Immunoistochimica 
Le analisi immunoistochimiche corroboravano i risultati ottenuto con la p-CLE. Le sezioni di 
tessuto neoplastico mostravano una vascolarizzazione più accentuata (livello di espressione 
di CD34 più elevato), dovuta alla presenza di vasi neoformati come dimostrato dal riscontro 
di espressione maggiore di WT1 (P=0.03) (Fig. 9 e 10) 
 
 
 
 
I vasi neoformati, colorati con l’anticorpo WT1 presentavano più frequentemente tortuosità 
e morfologia irregolare (P=0.05). Inoltre, nel tessuto tumorale è stata riscontrata una 
significativa dilatazione vascolare rispetto alla mucosa normale: la dilatazione era presente 
in tutti i vasi (Colorazione con CD34, P=0.05). Anche se la dilatazione dei vasi neoformati era 
più frequente nelle sezioni di tessuto tumorale rispetto al tessuto normale (30% vs 0%) 
questo riscontro non aveva significatività statistica (P=0.13). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9: Immunoistochimica di tessuto colico normale. Nella mucosa colica normale, l’immunocolorazione per 
CD34 evidenzia piccoli vasi tra le ghiandole (a). Questi vasi risultano negativi alla colorazione per WT1 (b). 
Immagini ad ingrandimento 100x. 
  
 
 
 
 
Discussione 
I vasi nei tumori mostrano una morfologia differente rispetto ai capillari normali. In generale, i vasi 
ematici del tessuto neoplastico presentano molteplici anomalie strutturali e funzionali. Le neoplasie 
mostrano un architettura vascolare caotica con irregolarità di calibro, tratti a fondo cieco e multiple 
ramificazioni disorganizzate. Lo studio della neoangiogenesi e della morfologia anormale nei tumori 
rende la valutazione dei pattern capillari risulta molto importante nella diagnosi endoscopica di 
displasia e cancro.  
L’endomicroscopia laser confocale è una tecnica relativamente nuova che permette una 
valutazione istopatologica in tempo reale dei tessuti umani. Sono state descritte applicazioni 
in chirurgia gastrointestinale, in pneumologia ed in neurochirurgia. [43–46]  
L’applicazione della CLE in questi studi si basa sulla valutazione dei pattern cellulari per 
differenziare i tessuti normali dalle lesioni cancerose.  
Sono già disponibili dati preliminari sulla possibilità di studiare la densità microvascolare per 
la rilevazione di neoplasie biliari, su esofago di Barrett e su alcuni tumori gastroenterici. [24,47–
50] 
Le casistiche di questi studi comprendono piccolo gruppi di pazienti e si basano, di solito, su 
informazioni ottenute dall’analisi CLE e dall’esame immunoistochimico di biopsie del tratto 
digerente [51–53]  
Abbiamo aggiunto un tipo di analisi immunoistochimica alla nostra casistica; il ruolo di WT1  
come marker di angiogenesi è stato precedentemente descritto così come è stata descritta la 
possibilità di discriminare tra neoangiogenesi tumorale e malformazione vascolare. [54,55] 
Abbiamo dato un grading al livello di espressione di WT1 ed abbiamo rilevato un’espressione 
significativa di questa proteina (Grado 2 e 3) nell’87,5% dei pazienti analizzati. Tutto ciò indica 
che la CLE può essere considerato uno strumento affidabile per identificare i pattern vascolari 
peculiari delle lesioni tumorali colorettali e della neoangiogenesi.  
In questo studio abbiamo dimostrato come la ret capillare della mucosa colorettale sia 
chiaramente visibile durante esami CLE in tempo reale. La fluoresceina rimane 
prevalentemente nei vasi di modo da permettere di ottenere buone immagini della rete 
capillare e della neoangiogenesi. È possibile indetificare la fine architettura delle strutture 
microvascolari, le pareti vasali ed anche i globuli rossi.  
I vasi capillari, per esempio, risultano molto più chiari delle cellule epiteliali grazie al flusso di 
fluoresceina che permea queste strutture. I vasi ematici, inoltre, si presentano più dilatati e 
tortuosi nel tessuto neoplastico rispetto al normale.  
In aggiunta a questo, la tortuosità capillare, l’extravasazione di colorante fluorescente 
(leakage di fluoresceina) e le aree di flusso difettivo, erano significativamente più 
rappresentate nel tessuto tumorale.  
Possiamo immaginare che questo tipo di informazione possa un giorno aiutare a predire la 
risposta di una neoplasia alla terapia anti-angiogenetica.  
Siamo convinti che uno dei principali svantaggi di questa tecnica risieda nella limitata capacità 
di penetrazione della luce laser. Infatti, la profondità di penetrazione è approssimativamente 
60 µm, quindi i vasi della sottomucosa non risultano visibili alla CLE.  
  
La densità vascolare non è stata valutata in questo studio dal momento che la CLE fornisce 
solo immagini bidimensionali. La determinazione della densità vascolare potrebbe essere 
ottenuta con l’utilizzo di un prototipo di software di ricostruzione vascolare (Vessel Viewer; 
Mauna Kea Technologies). Dati preliminari mostrano come sia possibile determinare la 
lunghezza , l’area ed il volume, il numero di segmentivascolari ed il loro diametro. [24,48]  
Il mostro è stato uno studio di fattibilità ed, in un certo senso, speculativo; il princjpale 
obiettivo era quello di aggiungere una descrizione ulteriore dei pattern vascolari e delle 
caratteristiche della neoangiogenesi alla p-CLE.  Sono ancora necessari ulteriori studi per 
stabilire le applicazioni cliniche su larga scala della p-CLE nel campo dello studio del tumore 
colorettale.  
 
 
 
 
Conclusioni 
L’endomicroscopia laser confocale con sonde (p-CLE) è in grado di fornire una 
caratterizzazione non invasiva dell’architettura microvascolare della mucosa colica. Sono stati 
descritti diversi pattern morfologici in grado di discriminare tra mnetwork microvascolare 
normale e maligno nella mucosa colorettale.  
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